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Abstrak
Khamir dapat digunakan sebagai sel model untuk mempelajari toksisitas pada sel mamalia. Pada 
penelitian sebelumnya diketahui bahwa khamir Candida tropicalis mampu memetabolisme obat analgesik 
parasetamol dan mengakibatkan terjadinya cekaman oksidasi pada sel seperti yang terjadi pada sel 
mamalia. Pada sel mamalia, metabolisme parasetamol terutama dilakukan setidaknya oleh enzim 
membran sitokrom P450 dan peroksidase. Untuk mengetahui indikasi keterlibatan enzim peroksidase 
dalam metabolisme parasetamol pada C. tropicalis dan Rhodotorula minuta, diamati efek senyawa 
inhibitor peroksidase kalium sianida (KCN) terhadap metabolisme parasetamol; juga efek hidrogen 
peroksida (H2O2), senyawa substrat peroksidase. Hasil menunjukkan bahwa pada kedua khamir, baik 
pada sel maupun protein ekstraselular dapat mengurai parasetamol. Penguraian parasetamol dapat 
dihambat oleh KCN (0,01 µM) dan juga H2O2 (3 µM). Mengingat pada umumnya khamir memiliki 
P450 dalam sel (membran) tetapi tidak ada aktivitas P450 pada larutan ekstraselular, maka hasil ini 
mengindikasikan adanya peran enzim terlarut dalam mengurai parasetamol, yang dihambat oleh KCN 
dan H2O2. Kemungkinan enzim terlarut tersebut adalah peroksida yang kemampuan metabolisme 
parasetamolnya dapat dihambat oleh H2O2 melalui proses kompetitif dan keracunan dibahas dalam 
penelitian ini. Kemampuan metabolisme parasetamol oleh enzim yang diduga peroksidase menambah 
peluang penggunaan khamir dalam penelitian toksisitas parasetamol di tingkat sel.
Kata kunci: Candida tropicalis, Rhodotorula minuta, parasetamol, sel model, peroksidase
Abstract
Yeast can be used as cell model to study toxicity in mammalian cell. In the previous study we demonstrated 
that yeast Candida tropicalis was able to metabolize analgesic drug paracetamol causing oxidative 
stress. This phenomenon is similar to that in mammalian cell. In mammalian cell system, enzymes 
responsible in paracetamol metabolism are at least cytochrome P450 (P450) and peroxidase. In order 
to understand the possible role of peroxidase enzyme in paracetamol metabolism in yeast, research 
on the effect of peroxidase inhibitor of sodium cyanide (KCN) and a peroxidase substrate peroxide 
(H2O2) on paracetamol degradation by cell suspension and extracellular protein of C. tropicalis and 
Rhodotorula minuta was carried out. Paracetamol was degraded by cells or extracellular protein in both 
of yeast. Paracetamol degradations were significantly inhibited by KCN (0.01 µM) or H2O2 (3 µM). Since 
P450 is generally located inside the cell (in cell membrane) while no activity of P450 in extracellular, the 
data indicated the presence of soluble enzyme which is able to metabolize paracetamol that is inhibited 
by KCN or H2O2. The possibility of presence of peroxidase in the soluble protein by which paracetamol 
is metabolized and its inhibition by peroxide via competitive substrate or peroxide toxicity is discussed. 
The results supported use of yeast for studying toxicity of paracetamol in cell level.
Keywords: Candida tropicalis, Rhodotorula minuta, paracetamol, cell model, peroxidase
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Pendahuluan
 Parasetamol (acetaminophen, N-acetyl-
p-aminophenol) merupakan salah satu 
senyawa analgesik dan antipiretik yang banyak 
digunakan. Pada kondisi tertentu, parasetamol 
bisa bersifat racun yang sampai sekarang masih 
jadi perhatian.1 Keracunan pada sel mamalia 
bisa akibat teroksidasinya parasetamol menjadi 
N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), 
suatu senyawa intermediate yang reaktif yang 
dikatalisis oleh enzim sitokrom P450 (P450). 
Senyawa ini mengakibatkan menurunnya 
glutation yang pada proses selanjutnya akan 
mengakibatkan keracunan pada sel.2 Pada sel 
mamalia, toksisitas parasetamol terjadi terutama 
melalui pembentukan metabolit radikal bebas 
hasil metabolisme oleh enzim sitokrom P450 
dan peroksidase.3,4 P450 merupakan enzim 
yang terdapat pada membran sel, terutama pada 
retikulum endoplasma5 sedang peroksidase 
merupakan enzim yang larut pada sitosol dan 
sebagai ekskresi.6 
 Sel khamir dapat digunakan sebagai sel 
model untuk mengetahui sifat senyawa yang 
diduga dapat mengakibatkan stres oksidasi di 
tingkat sel untuk mempelajari proses di tingkat 
molekuler yang melatarbelakangi terjadinya 
bermacam kematian sel dari organisme tingkat 
tinggi seperti hewan dan manusia.7,8 Penggunaan 
sel khamir untuk kajian ini dapat berguna 
mengingat khamir mudah ditumbuhkan dan 
biaya penelitian relatif rendah. Pada khamir C. 
tropicalis, diketahui bahwa parasetamol dapat 
bersifat toksik yang mirip dengan yang terjadi pada 
sel mamalia.9 Namun enzim yang bertanggung 
jawab terhadap metabolisme parasetamol 
pada khamir uji ini belum diketahui. Menurut 
penelitian Srikanth et al,10 khamir Saccharomyces 
cerevisiae tidak menggunakan P450 untuk 
mengurai parasetamol. Pengetahuan tentang 
enzim pengurai parasetamol diperlukan sehingga 
penggunaan khamir untuk mempelajari toksisitas 
parasetamol serta penanggulangannya dapat 
diperoleh dengan akurasi yang lebih baik. Untuk 
mengetahui indikasi keterlibatan peroksidase 
khamir dalam metabolisme parasetamol, diamati 
kemampuan protein ekstraselular khamir (tanpa 
mengandung sel) dalam menurunkan kadar 
parasetamol, serta efek KCN atau H2O2 dalam 
menghambat kemampuan protein ekstraselular 
dalam menurunkan kadar parasetamol. Hal ini 
dilakukan mengingat pada protein ekstraselular 
kecil kemungkinan adanya aktivitas P450, 
yang pada sel eukariot biasanya terletak pada 
membran retikulum endoplasma. Indikasi 
keterlibatan peroksidase dalam metabolisme 
parasetamol dapat diprediksi pertama dari 
terhambatnya kemampuan protein ekstraselular 
dalam menurunkan kadar parasetamol oleh 
KCN mengingat aktivitas enzim dihambat oleh 
KCN.11 Indikasi keterlibatan peroksidase dalam 
metabolisme parasetamol didukung juga oleh 
terhambatnya kemampuan protein ekstraselular 
dalam menurunkan kadar parasetamol 
mengingat H2O2 adalah juga merupakan substrat 
bagi peroksidase.12 Selain pada C. tropicalis 
pengamatan indikasi peran enzim P450 dan 
peroksidase dalam metabolisme parasetamol juga 
dilakukan pada khamir R. minuta. Mengingat R. 
minuta merupakan khamir yang mengandung 
karotenoid,13 maka potensinya sebagai sel 
model yang berkaitan dengan peran karotenoid 
sebagai pelindung terhadap senyawa radikal 
bebas akibat metabolisme parasetamol akan 
menarik. Pemahaman metabolisme parasetamol 
pada khamir ini diharapkan dapat mendukung 
penggunaan khamir untuk mempelajari 
kompleksitas toksisitas parasetamol di tingkat 
sel. 
Metode 
 Biakan khamir yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah Candida tropicalis 
LIPIMC 0065 yang merupakan koleksi Bidang 
Mikrobiologi, Pusat Penelitan Biologi, LIPI, 
diisolasi dari tanah di Cepu, Jawa Tengah yang 
terkontaminasi dengan limbah bahan bakar 
minyak.14 Khamir Rhodotorula minuta juga 
diperoleh dari LIPIMC. Parasetamol murni 
diperoleh dari Kimia Farma (Bandung Indonesia).
 Media pertumbuhan khamir yang 
digunakan adalah media cair mengandung 
gliserol. Gliserol digunakan sebagai sumber 
karbon dan energi karena gliserol tidak 
terfermentasi oleh khamir yang menghasilkan 
etanol.9 Dengan demikian, selama pertumbuhan 
tidak terdapat etanol yang berpotensi memodulasi 
enzim sitokrom P450. Dalam 1 liter media 
cair gliserol mengandung 2,4 ml gliserol; 1,3 
g KH2PO4; 0,15 g MgSO4.7H2O; 3,0 g ekstrak 
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khamir; 4,0 g baktopepton; dan 1 ml larutan X 
(5,0 g ZnSO4.7H2O; 3,0 g MnSO4; 2,8 g CuSO4; 
dan 250 ml akuades). Semua bahan dilarutkan, 
kemudian media dipindahkan sebanyak 100 ml 
ke dalam labu Erlenmeyer dan di media agar 
untuk menghitung viabilitas khamir.
 Media agar yang digunakan untuk 
pertumbuhan khamir adalah sebagai berikut:9 
dalam 1 l media mengandung 3,0 g ekstrak 
khamir, 5,0 g baktopepton, 20 g bakto agar, 10 g 
glukosa, 0,5 g MgSO4.7H2O 1,0 g K2HPO4.3H2O 
dan akuades sampai volumenya 1 l. Sterilisasi 
dengan autoklaf selama 15 menit pada 121 0C, 
150 atm.
 Khamir ditumbuhkan pada media cair 
gliserol pada suhu kamar dan dikocok dengan 
kecepatan 100 rpm. Khamir yang akan diuji 
diperoleh dari biak berumur 2 hari, pada saat 
fase stasioner. Kepadatan sel khamir yang hidup 
dihitung dengan metoda spread plate pada media 
agar. Satuan jumlah sel yang hidup adalah CFU 
(colony forming unit) per ml.
 Kadar parasetamol diukur dengan 
menggungakan HPLC Shimadzu, Jepang. Fase 
gerak adalah metanol-air (90:10), dengan kolom 
Shimadzu Shim-pack CLC-C8, suhu 40oC, kecepatan 
alir 0,5 ml/menit, pada panjang gelombang 254 nm. 
Volume sampel yang diinjeksikan adalah 20 µl.
 Untuk penyiapan suspensi sel untuk 
pengamatan metabolisme parasetamol, biakan 
dipanen pada fase stasioner. Dua tabung 
erlenmeyer berisi 100 ml biakan dicampur 
kemudian dilakukan sentrifugasi pada 5500 
g selama 5 menit. Pelet dicuci dengan larutan 
penyangga fosfat pH 7. Setelah dilakukan 
sentrifugasi lagi, pelet ditambah larutan 
penyangga fosfat 0,05 M pH 7 sehingga 
volumenya menjadi 12,5 ml. Untuk mengamati 
metabolisme parasetamol pada suspensi sel, 
600 µl suspensi ditambah larutan parasetamol 
(konsentrasi akhir 0,05 mg/ml), atau parasetamol 
dan KCN (0,01 µM), atau air. Suspensi yang telah 
diperlakukan kemudian diinkubasi pada suhu 
kamar pada shaker dengan kecepatan 100 rpm. 
Kepadatan sel adalah 500x106 CFU/ml.
 Setelah 1 jam, inkubasi dihentikan 
dengan menambahkan 10 µl trichloroacetic acid 
(TCA) 75% pada suspensi, kemudian diukur 
kandungan parasetamol pada saat 0 dan 1 jam 
inkubasi. 
 Protein ekstraselular sel untuk studi 
metabolisme parasetamol oleh enzim terlarut 
disiapkan dengan melalui tahapan yang sama 
seperti pada penyiapan suspensi sel. Setelah 
diperoleh suspensi sebanyak 0,5 ml, suspensi 
disentrifugasi pada 8000 g selama 5 menit. 
Supernatan diambil dengan tidak mengikutkan 
sel. Kandungan protein ekstraselular diukur 
dengan metode Bradford.15 Untuk mengamati 
metabolisme parasetamol protein ekstraselular, 
600 µl larutan protein tersebut ditambah larutan 
parasetamol (konsentrasi akhir 0,01 mg/ml), 
atau parasetamol dan KCN (0,01 µM), atau 
parasetamol dan H2O2 (3 µM), atau air. Larutan 
protein yang telah diperlakukan kemudian 
diinkubasi pada suhu kamar pada shaker dengan 
kecepatan 100 rpm. Konsentrasi protein adalah 
0,5 µg/ml. Setelah 1 jam, inkubasi dihentikan 
dengan menambahkan 10 µl trichloroacetic acid 
(TCA) 75% pada larutan tersebut, kemudian 
diukur kandungan parasetamol pada saat 0 dan 1 
jam inkubasi.
Hasil 
 Pengukuran kandungan parasetamol pada 
sampel maupun larutan standar menggunakan 
HPLC pada kondisi penelitian ini menunjukkan 
akurasi yang cukup baik yang ditunjukkan adanya 
peak tunggal (Gambar 1).
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Gambar 1. Khromatogram HPLC Parasetamol
Pengaruh KCN terhadap Penurunan Kadar 
Parasetamol pada Suspensi sel setelah Diinkubasi 
Selama 1 Jam.
 Pada Gambar 2 terlihat bahwa baik 
pada C. tropicalis maupun R. minuta, kadar 
parasetamol pada suspensi sel menurun setelah 1 
jam inkubasi. 
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Gambar 2. Kadar Parasetamol dalam Supen-
si Sel C. tropicalis dan R. minuta 
Setelah Diinkubasi selama 1 Jam, 
tanpa, dan dengan Penambahan 
KCN
 
Gambar 3. Kadar Parasetamol dalam Larutan 
Ekstraselular C. tropicalis dan R. 
minuta Setelah Diinkubasi Selama 
1 jam, tanpa, dan dengan Penam-
bahan KCN
Pengaruh KCN terhadap Penurunan Kadar 
Parasetamol pada Protein Ekstraselular 
Setelah Diinkubasi Selama 1 jam.
 Seperti yang tersaji pada Gambar 3, 
kadar parasetamol yang terdapat pada protein 
ekstraselular dari khamir C. tropicalis dan R. 
minuta mengalami penurunan setelah 1 jam 
inkubasi. Penurunan kadar parasetamol ini 
terhambat oleh keberadaan KCN.
 
Gambar 4. Kadar Parasetamol dalam Laru-
tan Ekstraselular C. tropicalis 
dan R. minuta setelah Diinkubasi 
Selama 1 jam, tanpa, dan dengan 
Penambahan H2O2
Pengaruh H2O2 terhadap Penurunan Kadar 
Parasetamol pada Protein Ekstraselular 
Setelah Diinkubasi selama 1 jam.
 Pengaruh H2O2 terhadap penurunan 
kadar parasetamol pada protein ekstraselular 
dari C. tropicalis dan R. minuta disajikan pada 
Gambar 4. Pada Gambar 4 terlihat bahwa 
kemampuan larutan protein ekstraselular untuk 
memetabolisme parasetamol dihambat oleh H2O2
Pembahasan
 Data ini (Gambar 2 dan 3) menunjukkan 
bahwa kedua khamir mampu melakukan 
metabolisme parasetamol. Pada suspensi sel 
ini, karena enzim bisa berasal dari dalam sel 
seperti P450, atau terlarut dalam sitosol yang 
bisa keluar sel, maka enzim yang bertanggung 
jawab terhadap metabolisme parasetamol ini 
bisa berasal dari keduanya. Pada suspensi sel 
yang mengandung KCN, kadar parasetamol 
lebih tinggi daripada suspensi sel yang tidak 
diperlakukan dengan KCN. Hal ini menunjukkan 
adanya penghambatan enzim oleh KCN sehingga 
metabolisme parasetamol terhambat. P450 adalah 
enzim yang aktivitasnya dapat dihambat oleh 
KCN5 demikian juga peroksidase.11  
 Larutan ekstraselular kedua khamir 
mampu melakukan metabolisme parasetamol; 
metabolisme dihambat oleh KCN (Gambar 
3). Aktivitas P450 tidak dimungkinkan 
pada larutan ekstraselular mengingat enzim 
ini menjadi bagian dari membran sel dan 
aktivitasnya tergantung enzim-enzim pendonor 
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elektron dalam sistem yang utuh.5 Dengan 
demikian, peran peroksidase pada metabolisme 
parasetamol dalam larutan protein ekstraselular 
ini lebih dimungkinkan daripada P450. Adanya 
penghambatan metabolisme parasetamol oleh 
H2O2 (Gambar 4) memperkuat indikasi bahwa 
enzim peroksidase kedua khamir bertanggung 
jawab terhadap metabolisme parasetamol. Data 
ini konsisten dengan penelitian Koelsch et al,12 
yakni bahwa peroksidase (mieloperoksidase, 
MPO) diketahui bertanggung jawab terhadap 
metabolisme parasetamol; sedang parasetamol 
dan H2O2 merupakan substrat kompetitif bagi 
MPO. González-Sánchez et al4 juga melaporkan 
bahwa “peroxidase-like” dari methaemoglobin 
dapat melakukan metabolisme parasetamol 
dengan H2O2 sebagai substrat kompetitifnya. 
Terhambatnya penguraian parasetamol oleh 
keberadaan H2O2 juga dapat dimungkinkan oleh 
toksisitas H2O2 yang berlebihan sehingga timbul 
radikal bebas seperti yang ditunjukkan oleh 
Galende et al16 pada tanaman Cytisus multiflorus. 
 Secara keseluruhan, hasil penelitian 
mengindikasikan bahwa enzim peroksidase pada 
kedua khamir berpotensi sebagai enzim yang 
bertanggung jawab dalam proses metabolisme 
parasetamol. Hal ini didukung juga oleh adanya 
aktivitas peroksidase larutan ekstra selular kedua 
khamir yang terdeteksi dengan munculnya 
gelembung ketika larutan ditambah dengan H2O2 
(data tidak ditampilkan). Namun sifat racun dari 
metabolit yang terbentuk masih perlu dikaji 
lebih jauh. Pada umumnya, pada sel mamalia, 
senyawa asing dapat dimetabolisasi oleh enzim 
peroksidase sehingga menghasilkan metabolit 
radikal bebas penyebab kerusakan sel.17
Kesimpulan 
 Enzim peroksidase memiliki peran 
dalam metabolisme parasetamol pada khamir C. 
tropicalis dan R. minuta sehingga kedua khamir 
tersebut dapat berpotensi sebagai sel model 
yang murah dalam penapisan senyawa yang 
memiliki aktivitas melindungi sel yang terpapar 
parasetamol.
Saran 
 Isolasi dan karakterisasi enzim 
perokisidase dari kedua khamir ini serta 
pengukuran radikal bebas yang berhubungan 
dengan metabolisme parasetamol diharapkan 
dapat memperjelas mekanisme keracunan sel 
akibat paparan parsetamol.
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